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Beschreibung 

[OOOI] Die vorliegende Erfindung betrifft ein biologisches Verfahren zur Herstellung verschiedener Carbonsaur&n 
durch die enzymatische Oxidation der entsprechenden Alkohole mit Alkoholoxidase in sehr hohen Ausbeuten. Die 

s Alkoholoxidase wird von Bakterien der Gattung Gluconobacter, bevorzugt der Spezies Gluconobacter sp. HR 101 
(DSM 12884), gebildet. So werden beispielsweise Benzoesaure aus Benzylalkohol, Buttersaure aus n-Butanol, Isobut- 
tersaure aus Isobutanol, Isovaleriansaure aus Isoamylalkohol, 2-Methylbuttersaure aus 2-Methylbutanol, 3-Methylthio- 
propionsaure aus 3-MethylthiopropanoJ, Phenylessigsaure aus Phenylethanol, Propionsaure aus Propanol und 
Zimtsaure aus Zimtalkohol hergestellt. 

to [0002] Neben dem lange bekannten Verfahren der Essigherstellung durch Oxidation von Ethanol zu Essigsaure mit 
Bakterien der Gattung Acetobacter, gibt es auch einige Verfahren zur Herstellung von einigen Carbonsauren mit Bak- 
terien der Gattungen Acetobacter Oder Gluconobacter oder mit Hefen. 

[0003] So beschreibt die DE 3713668 die Herstellung aliphatischer Carbonsauren durch mikrobielle Oxidation ali- 
phatischer Alkohole mit Bakterien der Spezies Gluconobacter roseus. Die Alkohole wurden dabei nach einer Wachs- 
15 tumsphase von uber 24 Stunden direkt in das Kulturmedium mit dem Organ "ism us gegeben. Der bevorzugte pH- 
Bereich wurde mit 4 bis 4,5 angegeben. Es wurden nur geringe Ausbeuten von 13 g n-Buttersaure/l, 21 g I so butter- 
saure/!, 7 g 2-Methylbuttersaure/l und 17 g 3-Methylbuttersaure/l Fermentationslosung erhalten. 

[0004] in der DE 195 03 598 wird ein Verfahren zur Herstellung von Propionsaure Oder Buttersaure bzw. deren 
Salze beschrieben. Sie verwenden ein Bakterium der Spezies Gluconobacter oxydans. Nach 9 bis 10 stundiger Kulti- 
20 vation wurde n- Propanol Oder n-Butanol portionsweise in Abhangigkeit vom p0 2 -Wert wiederholt zugegeben. Sie 
erzielten damit Ausbeuten von 43,7 g/L Propionsaure und 49 g/i Buttersaure. 

[0005] In der EP 0563346 wird ein Verfahren zur Herstellung von Carbonsauren durch Oxidation entsprechender 
Alkohole Oder Aldehyde mit Hiife einer Hefe der Gattung Saccharomyces, Hansenula, Pichia, Candida oder Kluyver- 
myces beschrieben. Nachteilig ist hier, dass mit den Hefen nur niedrige Produktkonzentrationen erhalten werden, sehr 
25 hohe Biomassekonzentrationen eingesetzt werden mussen und lange Prozesszeiten. So wurden nach vierTagen nur 
weniger als 0,6 g/L 3-Methylthiopropansaure erhalten, und fur die 90 %ige Umsetzung von 0,01 % Isoamylalkohol wur- 
den 6 Tage benotigt. 

[0006] In J- Chem.Tech. Biotech nol. 1997, 68, 214-218 wird die Biotransformation einiger aliphatischer Alkohole 
und 2-Phenylethanol in die entsprechenden Sauren mit Bakterien der Spezies Acetobacter aceti beschrieben. Nachtei- 
30 Ng sind auch hier die geringen erhaltenen Produktkonzentrationen. So wurde die hochste beschriebene Produktkon- 
zentration bei der Oxidation von Butanol zu Buttersaure mit 39,3 g/l nach 60 Stunden angegeben. 

[0007] in J. Chem.Tech. Biotechnol. 1997, 70, 294-298 wird das Bacterium Acetobacter pasteurianus bei der oxida- 
tive n Herstellung bestimmter Carbonsauren beschrieben. Von Nachteil ist hier die Verwendung von Air-lift Bioreakto- 
ren, da durch den hohen Luftstrom, der fur die Beluftung und Durchmischung der Kultur notwendig ist groBere Mengen 
35 der fluchtigen Edukte und Produkte ausgetragen werden. Die aus diesem Grund dahinter angeschlossene Kuhtfalle mit 
Flussigstickstoff ist gro3technsich nicht praktikabel. 

[0008] Es wurde eine Verfahren zur Herstellung von aliphatischen, aromatischen und Thiocarbonsauren in Biore- 
aktoren gefunden, das dadurch gekennzeichnet ist, dass Bakterien der Gattung Gluconobacter enthaltende Kulturen 
eingesetzt werden. 

40 [0009] Uberraschend lassen sich mit den neuen Organ ism en der Gattung Gluconobacter sehr hohe Ausbeuten 
nicht nur an aliphatischen-, sondern auch an aromatischen- und thio -Carbonsauren erzielen. Dies gilt sowohl in Hin- 
sicht auf die Produktkonzent ration in der Losung, die prozentuale molare Umsetzung der Edukte als auch in Bezug auf 
die Raum-Zeit-Ausbeute. Dabei ist fur den Prozess neben der Medienzusammensetzung und dem auf pH 6,4 gehalte- 
nen pH-Wert, insbesondere die Art der kontinuierlichen Zugabe des Substrats von Bedeutung. 

45 [OOIO] Als Bakterien werden bevorzugt fur das erfindungsgemaBe Verfahren Bakterien des Typs Gluconobacter sp. 
HR 101 (DSM 12884) eingesetzt. 

[001 1 ] Bevorzugt wird das Bakterium in Reinkultur eingesetzt. 

[0012] Als Nahrmedium fur die erfindungsgemaB eingesetzten Organismen kommen synthetische, halbsyntheti- 
sche oder komplexe Kulturmedien in Betracht. Diese konnen kohlenstoffhaltige und stickstoffhaltige Verbindungen, 
so anorganische Salze, gegebenenfalts Spurenelemente sowie Vitamine enthalten. 

[0013] Als kohlenstoffhaltige Verbindungen konnen Kohlen hydrate, Kohlenwasserstoffe oder organische Grund- 
chemikaiien in Betracht kommen. Beispiele fur vorzugsweise verwendbare Verbindungen sind Zucker, Alkohole bzw. 
Zuckeralkohole, organische Sauren oder komplexe Gemische. 

[0014] Als Zucker kommt vorzugsweise Glucose in Betracht. Als organische Sauren konnen vorzugsweise Zitro- 
55 nensaure oder Essigsaure zum Einsatz kommen. Zu den komplexen Gemischen zahlen z. B. Malzextrakt, Hefeextrakt, 
Casein oder Casein hydro lys at. 

fJOOlS] Als stickstoffhaltige Substrate kommen anorganische Verbindungen in Betracht. Beispiele hierftir sind 
Nitrate und Ammoniumsalze. Ebenso konnen organische Stickstoffquellen zum Einsatz kommen. Hierzu zahlen Hefe- 
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extrakt, Sojamehl, Casein, Caseinhydrolysat und Maisquellwasser. 

[001 6] Zu den einsetzbaren anorganischen Salzen zahlen beispielsweise Sulfate, Nitrate, Chloride, Carbonate und 
Phosphate. Als Metalle enthalten die genannte Salze vorzugsweise Natrium, Kalium, Magnesium, Mangan, Calcium, 
Zink und Eisen. 

5 [0017] Die Temperatur fur die Kultivierung liegt vorzugsweise im Bereich von 10 bis 40 0 C. Besonders bevorzugt ist 
der Bereich von 20 bis 35°C. 

[OOI 8] Der pH-Wert des Mediums betragt bevorzugt 4 bis 8. Besonders bevorzugt ist der Bereich von 6,2 bis 6,5. 
[OOT9] Grundsatzlich konnen fur die Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens alle dem Fachmann 
bekannten Bioreaktoren eingesetzt werden. Vorzugsweise kommen alle fur Submersverfahren geeigneten Vorrichtun- 
to gen in Betracht. Das heiBt, es konnen erfindungsgemaB GefaBe ohne Oder mit mechanischer Mischeinrichtung einge- 
setzt werden. Zu ersteren zahlen z. B. Schuttelapparaturen, Blasensaulen- Oder Schlaufenreaktoren. Zu letzteren 
gehoren vorzugsweise alle bekannten Vorrichtungen mit Ruhrern in beliebiger Gestaltung. 

[0020] Das erfindungsgemaBe Verfahren kann kontinuierlich oder diskontinuierlich durchgefuhrt werden. Die 
Dauer der Fermentation bis zum Erreichen einer maximalen Produktmenge hangt von der spezieilen Art des eingesetz- 
is ten Organismus ab. Grundsatzlich liegen die Zeiten der Fermentation jedoch zwischen 2 und 200 Stunden. 

[0021 ] Aliphatische Carbonsauren fur das erfindungsgemaBe Verfahren sind Buttersau re, Isobuttersaure, I so vale 
riansaure, 2-Methylbuttersaure, und Propionsaure. 

[0022] Aromatische Carbonsauren fur das erfindungsgemaBe Verfahren sind Benzoesaure, Phenylessigsaure und 
Zimtsaure. 

20 [0023] Eine Thiocarbonsaure fur das erfindungsgemaBe Verfahren ist 3-Methy!thiopropionsaure. 

[0024] Bevorzugt werden nach dem erfindungsgemaBen Verfahren Buttersaure, Isobuttersaure, Isovaleriansaure, 
2-Methyfbuttersaure, Propionsaure, Phenylessigsaure und 3-Methylthiopropionsaure umgesetzt. 

[0025] Insbesondere bevorzugt werden nach dem erfindungsgemaBen Verfahren Isobuttersaure, Isovaleriansaure, 
2-Methylbuttersaure und Phenylessigsaure umgesetzt. 
25 [0026] Im folgenden wird die Erfindung unter Bezugnahme auf Beispiele naher erlautert: 

Beispiele 

Beispiel 1 - Herstellung der Vorkultur 

30 

[0027] Ein 500 ml Erlenmeyerkolben mit seitlichem Einstich wird mit 1 OO ml sterilem Medium, bestehend aus 1,25 
g D-Mannit und 0,75 g Hefeextrakt bei pH 6,5, mit 0,9 ml einer Glycerin kultur von Gluconobacter sp. HR 101 (DSM 
12884) angeimpft. Der Kolben wird fur 1 6 Stunden auf der rotierenden Schuttelmaschine bei 30 °C und 140 Upm inku- 
biert. Die Keimzahl der Vorkultur betragt ca. 2 x 1 O 9 KBE/ml. 

35 

Beispiel 2 - Herstellung von naturlicher n -Buttersau re aus naturlichem n-Butanol 

[0028] Es werden 125 g Mannit und 75 g Hefeextrakt in 9,9 I Wasser in einem 10 I Fermenter gelost, 10 ml Anti- 
schaummittel hinzu gegeben und der pH-Wert auf 6,3 eingestelrt. Das so hergestellte Medium wird fur 30 Minuten bei 
40 1 21 °C sterilisiert. 

[0029] Die Drehzahl des Ruhrers betragt 500 Upm, die Beluftung 5 Nl/min; die Temperatur 30 0 C. Nach Einstellung 

dieser Parameter wird die Vorkultur gemaB Beispiel 1 zum Animpfen verwendet. 

[0030] Nach 1 ~7 Stunden Fermentationszeit wird mit der Zugabe von n-Butanol uber eine Pumpe begonnen. Die 
Dosierung des Substrats wird uber einen Flow-Controller gesteuert. n-Butanol wird gemaB folgendem Flow-Profil zuge- 
45 geben: 



so 



Fermentationszeit 


Flussrate 


0 h 


0 g/lh 


17 h 


1 ,0 g/lh 


20 h 


4,0 g/lh 


27 h 


3,0 g/lh 


30 h 


2,5 g/lh 


35 h 


2,0 g/lh 
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(fortgesetzt) 
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Fermentationszeit 


Flussrate 


50 h 


1 ,5 g/lh 


50,5 h 


2,0 g/lh 


53 h 


1 ,5 g/th 


57 h 


1 ,0 g/lh 


63 h 


O g/lh 


66 h 


I.O g/lh 


68 h 


1,5 g/lh 


71 h 


1 ,0 g/lh 


73 h 


O g/lh 



[0031] Wahrend des Feedings wird der pH-Wert im Bereich von 6,2 6,-4 mit NH 4 + konstant gehalten. 

[0032] Die Fermentation ist nach 74 Stunden beendet. Die Endkonzentration an n-Buttersaure betragt laut HPLC- 

20 Analytik 95 g/l. Die mo I are Umsetzung betragt knapp 90 %. 

Beispiel 3 - Herst&llung von naturitcher Isobuttersaure aus Isobutanol 

[0033] Es werden 125 g Mannit und 75 g Hefeextrakt in 9,9 I Wasser in einem IO I Fermenter gelost, IO ml Anti- 
cs schaummittel hinzu gegeben und der pH-Wert auf 6,3 eingestellt. Das so hergestellte Medium wird fur 30 Minuten bei 
1 21 °C sterilisiert. 

[0034] Die Drehzahl des Ruhrers betragt 500 Upm, die Beluftung 5 Nl/min; die Temperatur 30 0 C. Nach Einstellung 
dieser Parameter wird die Vorkultur gemaB Beispiel 1 zum Animpfen verwendet. 

[0035] Nach 22,5 Stunden Fermentationszeit wird mit der Zugabe von Isobutanol uber eine Pumpe begonnen. Die 
30 Dosierung des Substrats wird uber einen Flow-Controller gesteuert. Isobutanol wird gemaB folgendem Flow-Profil 
zugegeben: 



33 


Fermentationszeit 


Flussrate 




O h 


O g/lh 




22,5 h 


1,0 g/lh 


40 


23,5 h 


4,0 g/lh 




30 h 


3,0 g/lh 




35 h 


2,5 g/lh 




50 h 


2,0 g/lh 


•45 


50,3 h 


2,5 g/lh 




53 h 


1 ,5 g/lh 




58 h 


1 ,0 g/lh 


SO 


60 h 


O g/lh 




64 h 


1,0 g/lh 




67 h 


O g/lh 




68 h 


1 ,5 g/lh 


55 


73 h 


I.O g/lh 




74 h 


O g/lh 



BNSDOCID: <EP 



1081229A1_I_> 



EP 1 081 229 A1 

[0036] Wahrend des Feedings wird der pH-Wert im Bereich von 6,2 — 6.4 mit NH 4 + konstant gehalten. 

[0037] Die Fermentation ist nach 74 Stunden beendet. Die Endkonzentr tion an Isobuttersaure betragt laut HPLC- 

Analytik 92,7 g/L Die molare Umsetzung betragt knapp 88 %. 

5 Beispiel 4 - Herstellung von naturlicher 2-Methylbuttersaure aus 2-Methylbutanol 

[0038] Es werden 125 g Mannit und 75 g Hefeextrakt in 9,9 I Wasser in einem IO I Fermenter gelost, 10 ml Anti- 

schaummittel hinzu gegeben und der pH-Wert auf 6,3 eingestellt. Das so hergestellte Medium wird fur 30 Minuten bei 
121°C sterilisiert. 

io [0039] Die Drehzahl des Ruhrers betragt 500 Upm, die Beluftung 5 Nl/min; die Temperatur 30°C. Nach Einstellung 

dieser Parameter wird die Vork_iltur gemaB Beispiel 1 zum Animpfen verwendet. 

[0040] Nach 17 Stunden Fermentationszeit wird mit derZugabe von 2-Methylbutanol uber eine Pumpe begonnen. 

Die Dosierung des Substrats wird uber einen Flow-Controller gesteuert. 2-Methylbutanol wird gemaB folgendem Flow- 
Prof i I zugegeben: 

IS 
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Fermentationszeit 


Flu 3 rate 


O h 


O g/lh 


1 7 h 


1 ,0 g/lh 


20 h 


4,0 g/lh 


28 h 


3,5 g/lh 


31 h 


3,0 g/lh 


35 h 


2,5 g/lh 


39 h 


2,0 g/lh 


45 h 


1 ,5 g/lh 


51 h 


1,0 g/lh 


55 h 


O g/lh 



35 [0041] Wahrend des Feedings wird der pH-Wert im Bereich von 6,2 — 6,4 mit NH 4 + konstant gehalten. 

[0042J Die Endkonzentration an 2-Methyibuttersaure betragt laut HPLC-Analytik 80 g/l. Die molare Umsetzung 
betragt knapp 89 %. 

Beispiel 5 - Herstellung von naturlicher Isovaleriansaure aus Isoarnylalkohol 

[0043] Es werden 125 g Mannit und 75 g Hefeextrakt in 9,9 I Wasser in einem IO I Fermenter gelost, IO ml Anti- 

schaummitte} hinzu gegeben und der pH-Wert auf 6,3 eingestellt. Das so hergestellte Medium wird fur 30 Minuten bei 
1 21 °C sterilisiert. 

[0044] Die Drehzahl des Ruhrers betragt 5 OO Upm, die Beluftung 5 Nl/min; die Xemperatur 30 0 C. Nach Einstellung 

as dieser Parameter wird die Vorkultur gemaB Beispiel 1 zum Animpfen verwendet. 

[0045] Nach 17 Stunden Fermentationszeit wird mit der Zugabe von Isoarnylalkohol uber eine Pumpe begonnen. 

Die Dosierung des Substrats wird uber einen Flow-Controller gesteuert. Isobutanoi wird gemaB folgendem Flow-Profil 
zugegeben: 

so 



Fermentationszeit 


Ftussrate 


O h 
17 h 
20 h 


O g/lh 
1 ,0 g/lh 
4,0 g/lh 
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(fortgesetzt) 
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Fe r m e n tati o n s z e it 


Flussrate 


28 h 


3,5 g/lh 


31 h 


3,0 g/lh 


35 h 


2,5 g/lh 


39 h 


2,0 g/lh 


44 h 


1,5 g/lh 


48 h 


1 ,0 g/lh 


49,5 h 


O g/lh 


55 h 


1 ,0 g/lh 


58 h 


O g/lh 


63 h 


1 ,0 g/lh 


66 h 


O g/lh 



20 

[0046] Wahrend des Feedings wird der pH-Wert im Bereich von 6,2 — 6,4 mit NH 4 + (constant gehaften. 

[0047] Die Fermentation ist nach 70,5 Stunden beendet. Die Endkonzentration an Is ova leri ansa Lire betragt nach 

Aufarbeitung der Fermentationslosung 82 g/l. Die molare Umsetzung betragt knapp 85 

25 Beispiel 6 - Herstellung von naturlicher Propionsaure aus n-Propanol 

£0048] Es werden 125 g Mannit und 75 g Hefeextrakt in 9,9 I Wasser in einem 10 I Fermenter gelost, 10 ml Anti- 
schaummittel hinzu gegeben und der pH-Wert auf 6,3 eingesteilt. Das so hergestellte Medium wird fur 30 Minuten bei 
121 °C ste rilisiert. 

30 [0049] Die Drehzahl des Ruhrers betragt 500 Upm, die Beluftung 5 Nl/min; die Temperatur 30 0 C. Nach Einstellung 
dieser Parameter wird die Vorkultur gemaB Beispiel 1 zum Animpfen verwendet. 

[0050] Nach 17 Stunden Fermentationszeit wird mit der Zugabe von Propanol uber eine Pumpe begonnen. Die 
Dosierung des Substrats wird uber einen Flow-Controller gesteuert. Isobutanol wird gemaB folgendem Flow-Prof il 
zugegeben: 

35 



so 



Fermentationszeit 


Flussrate 


O h 


O g/lh 


17 h 


1 ,0 g/lh 


20 h 


3,5 g/lh 


27 h 


3,0 g/lh 


29 h 


2 f O g/lh 


35 h 


1 ,5 g/lh 


60 h 


1 ,0 g/lh 


82 h 


O g/lh 


87 h 


1 ,0 g/lh 


90 h 


O g/lh 



55 [0051] Wahrend des Feedings wird der pH-Wert im Bereich von 6,2 6,4 mit NH 4 + konstant gehalten. 

[0052] Die Fermentation ist nach 92 Stunden beendet. Die Endkonzentration an Propionsaure betragt laut HPLC- 
Analytik 94 g/l. Die molare Umsetzung betragt 88,3%. 
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Bel spiel 7 - Herstellung von naturlicher Phenylessigsaure aus Phenylethanol 

[0053] Es werden 125 g Mannlt und 75 g Hefeextrakt in 9,9 I Wasser in einem 10 I Fermenter gelost, 10 ml Anti- 
schaummittel hinzu gegeben und der pH-Wert auf 6,3 eingestellt. Das so hergestellte Medium wird fur 30 Minuten bei 
121 °C sterilisiert. 

[0054] Die Drehzahl des Ruhrers betragt 500 Upm, die Beluftung 5 Nl/min; die Temperatur 30 0 C. Nach Einstellung 
dieser Parameter wird die Vorkultur gemaB Beispiel 1 zum Animpfen verwendet. 

[0055] Nach 17 Stunden Fermentationszeit wird mit der Zugabe von Phenylethylalkohol uber eine Pumpe begon- 
nen. Die Dosierung des Substrats wird uber einen Flow-Controller gesteuert. Phenylethylalkohol wird gemaB folgen- 
dem Flow-Profil zugegeben: 



Fermentationszeit 


Flu ssrate 


O h 


0 g/lh 


17h 


1,0 g/lh 


20 h 


4,0 g/lh 


23,5 h 


2,0 g/lh 


24 h 


2,5 g/lh 


30 h 


2,0 g/lh 


37 h 


1 ,5 g/lh 


41 h 


1 ,0 g/lh 


43,8 h 


O g/lh 


50,5 h 


1 ,0 g/lh 


53 h 


O g/lh 


58 h 


1,0 g/lh 


60 h 


O g/lh 


65 h 


1 ,0 g/lh 


67 h 


O g/fh 



[0056] Wahrend des Feedings wird der pH- Wert im Bereich von 6,2 - 6,4 mit f\IH n *" konstant gehalten. 

[0057] Die maximale Produktkonzentration wird nach 48 Stunden erreicht. Die Konzentration an Phenylessigsaure 

betragt laut HPLC-Analytik 54 g/l. Die molare Umsetzung betragt 88,5 °/o. 

[0058J Bei Ubertragung des Prozesses auf den 200 I MaBstab wurden 52 g/l erhalten; die molare Umsetzung fag 
hier bei 95 °A>. 

Beispiel 8 - Herstellung von naturlicher Benzoesaure aus Benzylalkohol 

[0059] Es werden 125 g Man nit und 75 g Hefeextrakt in 9,9 I Wasser in einem 10 I Fermenter gelost, 10 ml Anti- 
schaummittel hinzu gegeben und der pH-Wert auf 6,3 eingestellt. Das so hergestellte Medium wird fur 30 Minuten bei 
1 21 °C sterilisiert. 

[0060] Die Drehzahl des Ruhrers betragt 5 OO Upm, die Beluftung 5 Nl/min; die Temperatur 30 0 C. Nach Einstellung 
dieser Parameter wird die Vorkultur gemaB Beispiel 1 zum Animpfen verwendet. 

[0061] Nach 21 ,25 Stunden Fermentationszeit wird mit der Zugabe von Benzylalkohol uber eine Pumpe begonnen. 
Die Dosierung des Substrats wird uber einen Flow-Controller gesteuert. Benzylalkohol wird gemaB folgendem Flow- 
Profil zugegeben: 
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Fermentationszeit 


Flussrate 


O h 


O g/lh 


21 ,25 h 


1,o g/lh 


23 h 


3,0 g/lh 


28 h 


2,5 g/lh 


31 h 


2,0 g/lh 


34 h 


1 ,5 g/lh 


37 h 


1 ,0 g/lh 


40 h 


O g/lh 


43 h 


1 ,0 g/lh 


47,5 h 


O g/lh 


50,5 h 


1 ,0 g/lh 


54 h 


O g/lh 


57 h 


1,0 g/lh 


60 h 


O g/lh 


63 h 


1 ,0 g/lh 


65 h 


O g/lh 



30 [0062] Wahrend des Feedings wind der pH-Wert im Bereich von 6,2 6,4 mit NH 4 + konstant gehalten. 

[0063] Die Fermentation ist nach 68 Stunden beendet. Die Endkonzentration an Benzoesaure betragt laut HPLC- 
Analytik 51 g/l. Das Edukt wurde nahezu quantitativ umgesetzt. 

Beispiel 9 - Herstellung von natCirlicher Zimtsaure aus Zimtalkohol 

35 

[0064] Es werden 125 g Mannit und 75 g H efe extra kt in 9,9 I Wasser in einem 10 I Fermenter gelost, 10 ml Anti- 

schaummittei hinzu gegeben und der pH-Wert auf 6,3 eingestellt. Das so hergesteifte Medium wird fur 30 Minuten bei 
121°C sterilisiert. 

[0065] Die Drehzahl des Ruhrers betragt 500 Upm, die Beluftung 5 IMI/min; die Temperatur 30 0 C. Nach Einstellung 
40 dieser Parameter wird die Vorkultur gemaB Beispiel 1 zum Animpfen verwendet. 

[0066J Nach 17 Stunden Fermentationszeit wird mit der Zugabe von Zimtalkohol uber eine Pumpe begonnen. Um 
den Zimtalkohol in der flussigen Phase zu haben, wurde das Edukt erwarmt. Zimtalkohol wird gemaB folgendem Flow- 
Profil zugegeben: 

45 
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Fermentationszeit 


Flussrate 


O h 


O g/lh 


17 h 


1 ,2 g/lh 


20 h 


2,4 g/lh 


21 h 


3,6 g/lh 


25,25 h 


O g/lh 


26,25 h 


2,4 g/lh 


28 h 


1 ,2 g/lh 
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(fortgesetzt) 



Fermentationszeit 


Flussrate 


30 h 

31 h 

32 h 


0 g/lh 

1 ,2 g/lh 
O g/lh 



[0067] Die Fermentation ist nach 44 Stunden beendet. Die Endkonzent ration an Zimtsaure betragt laut HPLC-Ana- 
jo lytik 27 g/l. Das Edukt wurde nahezu quantitativ umgesetzt. 



Beispiei IP Herstellung von naturlicher 3-Methylthiopropionsaure aus 3-Methylthiopropanol 

[0068] Es werden 125 g Mannit und 125 g Hefeextrakt in 1 O I Wasser in einem 10 I Fermenter gelost, 10 ml Anti- 

15 schaummittel hinzu gegeben und der pH-Wert auf 6,3 eingesteltt. Das so hergestellte Medium wird fur 30 Minuten bei 
121 °C sterilisiert. 

[0069] Die Drehzahl des Ruhrers betragt 5 OO Upm, die Beluftung 5 Nl/min; die Temperatur 27°C. Nach Einstellung 

dieser Parameter wird die Vorkultur gemaB Beispiei 1 zum Animpfen verwendet. 

[0070] Nach 16 Stunden Fermentationszeit wird mit derZugabe von 3-Methytthioprop ^nol ubereine Pumpe begon- 
20 nen. Die Dosierung des Substrats erfolgt gemaB folgendem Flow-Profil: 



Fermentationszeit 


Flussrate 


1 ° h 


0 g/lh 


16 h 


I.O g/lh 


17,66 h 


2,0 g/lh 


19 h 


3,0 g/lh 


20,8 h 


4,2 g/lh 


21 ,8 h 


4,8 g/lh 


23,2 h 


4,2 g/lh 


23,8 h 


2,6 g/lh 


42,5 h 


2,2 g/lh 


48,8 h 


O g/lh 



<40 

[0071 ] Wan rend des Feedings wird der pH-Wert im Bereich von 6,2 6,4 mit NH 4 + konstant gehalten. 

£0072J Die Fermentation ist nach 65 Stunden beendet. Die Endkonzent rati on an 3-Methylthiopropionsaure betragt 
laut HPLC-Analytik 82,6 g/l. Die molare Umsetzung betragt fast 1 OO %■. 



45 Beispiei 12 Vergleich der Raum-Zeit-Ausbeute des erfindungsgemaBen Verfahrens mit bekannten Ve rfahren: 

[0073] Im folgenden Beispiei werden die Raum-Zeit-Ausbeuten der neuen Produktionsverfahrens mit dem Gluco- 

nobacter sp. DSM 12884 mit den bisher bekannten Ve rfahren verg lichen, um die Oberlegenhert des neuen Prazesses 
zu verdeutlichen. 
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Produkt 


Prozessdauer [Stun- 
den] 


Produktkonzentration 

[g/i] 


Raum-Zeit-Ausbeute 
[g/l/Std.] 


Prozess 


Buttersaure 


120 


13 


O.I 1 


DE-A 37 13 668 
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Produkt 


Prozessdauer [Stun- 
den] 


Produktkonzent ration 

[g/i] 


Raum-Zeit-Ausbeute 
[g/l/Std.] 


Prozess 


5 


Buttersaure 


60 


39,3 


0,66 


J. Chem. Tech. Bio- 
technol. 1 997, 68, 
214-21 8 




Buttersaure 


80 


49 


0,61 


DE-A 1 95 03 598 


70 


Buttersaure 


90 


60 


0,67 


J. Chem. Tech. Bio- 
technol. 1997, 70, 
294-298 




Buttersaure 


73 


95 


1 ,3 


Erfindung 


15 


Propionsaure 


70 


43,7 


0,62 


DE-A 195 03 598 




Propionsaure 


90 


60 


0,67 


J. Chem. Tech. Bio- 
technol. 1 997, 70, 
294-298 


20 


Propionsaure 


92 


94 


1 ,02 


Erfindung ! 


Isobuttersaure 


42 


21 


0,5 


DE-A 37 13 668 




isobuttersaure 


74 


92,7 


1 ,25 


Erfindung 




isovale riansau re 


25 


17 


0,68 


DE-A 37 13 668 


25 


Isovaleriansaure 


90 


45 


0,5 


J. Chem. Tech. Bio- 
technol. 1 997, 70, 
294-298 




Isovale riansau re 


70,5 


82 


1,18 


Erfindung 


30 


2-Methylbutter- 
saure 


24 


7 


0,29 


DE-A 37 13 668 


35 


2-Methylbutter- 
saure 


90 


44 


0,49 


J. Chem. Tech. Bio- 
technol. 1997, 70, 
294-298 




2-Methylbutter- 
saure 


52 


80 


1 ,54 


Erfindung 



40 [0074J Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, ist mit dem neuen Prozess mit Gluconobacter sp. DSM 12884 bei den 

schon beschriebenen Alkoholoxidationen eine enorme Steigerung sowohl der Raum-Zeit-Ausbeute als auch in der 
absoluten Produktkonzent ration zu verzsichnen. So erhoht sich bei Buttersaure die Raum-Zeit-Ausbeute um 94 % und 
die Produktkonzent ration um 58 °A> gegeniiber dem bisher besten Prozess. Bei Propionsaure erhoht sich die Raum- 
Zeit-Ausbeute um 52 % und die Produktkonzent rati on um 57%. Noch hoher sind die Steigerungen bei Isobuttersaure 

45 mit 150 % bei der Raum-Zeit-Ausbeute und 341 % bei der Produktkonzent ration. Die Steigerungen fur Isovaleriansaure 
und 2- Methyl buttersaure sind 132 % und 82 %, bzw. 214 % und 82 

Patentanspruche 

so t. Verfahren zur Herstellung von aliphatischen, aromatischen und Thio-Carbonsauren in Bioreaktoren, dadurch 
gekennzeichnet, dass Bakterien der Gattung Gluconobacter enthaltende Kulturen eingesetzt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass eine aus Bakterien der Gattung Gluconobacter beste- 
hende Reinkultur eingesetzt wird. 

55 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 Oder 2 dadurch gekennzeichnet, dass Gluconobacter sp. HR 1 01 (DSM 
12884) eingesetzt wird. 
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4. Verfahren nach e'tnem der Anspruche 1 bis 3 dadurch gekennzeichnet, dass synthetische, halbsynthetische oder 
komplexe Substrate eingesetzt werden. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4 dadurch gekennzeichnet, dass kohlenstoffhaltige sowie stickstoffhal- 
tige Verbindungen, anorganische Salze, Spurenelemente und/oder Vitamine enthaltende Substrate eingesetzt 
werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5 dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat als kohlenstoffhaltige Verbindungen Zuk- 
ker, Zuckeralkohole, AlkohoJ, organische Sauren, komplexe Gemische, Ole oder Gemische zweier oder mehrerer 
dieser Substanzen enthalt. 

7. Verfahren nach Anspruch 6 dadurch gekennzeichnet, dass Glucose, Glyzerin, Mannit, Zitronensaure, Malzextrakt, 
Hefeextrakt, Casein, Caseinhydrolysat und Rizinusol oder Gemische zweier oder mehrerer dieser Substanzen ent- 
haltende Substrate eingesetzt werden. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7 dadurch gekennzeichnet, dass anorganische Verbindungen und/oder 
organische Verbindungen enthaltenden Substrate eingesetzt werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 8 dadurch gekennzeichnet, dass Nitrate, Ammoniumsalze, Hefeextrakt, Sojamehl, 
Baumwollsaatmehl, Casein, Caseinhydrolysat, Weizengluten und Maisquellwasser eingesetzt werden. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9 dadurch gekennzeichnet, Sulfate, Nitrate, Chloride, Carbonate und 
Phosphate der MetaHe Natrium, Kalium, Magnesium, Mangan, Calcium, Zink und Eisen oder Gemische zweier 
oder mehrerer dieser Verbindungen enthaltende Substrate eingesetzt werden. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10 dadurch gekennzeichnet, dass die Temperaturen im Bereich von 10 
bis 40 0 C iiegen. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 1 1 dadurch gekennzeichnet, dass der pH-Wert im Bereich von 4 bis 8 
liegt. 

13- Gluconobacter sp. HR 101 (DSM 12884). 

14. Verwendung von Gluconobacter sp. nach Anspruch 13 zur Herstellung von aliphatischen, aromatischen und Thio- 
carbonsauren. 

15. Verfahren zur Herstellung von aliphatischen, aromatischen und Thiocarbonsauren dadurch gekennzeichnet, dass 
die molare Umsetzung der Substrate groBer als 60 % ist. 

16. Verfahren zur Herstellung von naturliche Buttersaure in Bioreaktoren, dadurch gekennzeichnet, dass Bakterien der 
Gattung Gluconobacter enthaltende Kulturen eingesetzt werden. 

17. Verfahren zur Herstellung von Isobuttersaure in Bioreaktoren dadurch gekennzeichnet, dass Bakterien der Gattung 
Gluconobacter enthaltende Kulturen eingesetzt werden. 

18. Verfahren zur Herstellung von iso\/aieriansaure in Bioreaktoren, dadurch gekennzeichnet, dass Bakterien der Gat- 
tung Gluconobacter enthaltende Kulturen eingesetzt werden. 

19. Verfahren zur Herstellung von 2 -Methyl buttersaure in Bioreaktoren, dadurch gekennzeichnet, dass Bakterien der 
Gattung Gluconobacter enthaltende Kulturen eingesetzt werden. 

20. Verfahren zur Herstellung von Propionsaure in Bioreaktoren, dadurch gekennzeichnet, dass Bakterien der Gattung 
Gluconobacter enthaltende Kulturen eingesetzt werden. 

21. Verfahren zur Herstellung von Benzoesaure in Bioreaktoren, dadurch gekennzeichnet, dass Bakterien der Gattung 
Gluconobacter enthaltende Kulturen eingesetzt werden. 

22. Verfahren zur Herstellung von Phenylessigsaure in Bioreaktoren, dadurch gekennzeichnet, dass Bakterien der 
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Gattung Gluconobacter enthaltende Kulturen eingesetzt werden. 

23. Verfahren zur Herstellung von Zimtsaure in Bioreaktoren, dadurch gekennzeichnet, dass Bakterien der Gattung 
Gluconobacter enthaltende Kulturen eingesetzt werden. 

5 

24. Verfahren zur Herstellung von 3-Methylthiopropionsaure in Bioreaktoren, dadurch gekennzeichnet, dass Bakterien 
der Gattung Gluconobacter enthaltende Kulturen eingesetzt werden. 

25. Verfahren nach den Anspruchen 16 bis 24, dadurch gekennzeichnet, dass eine aus Bakterien der Gattung Gluco- 
io nobacter bestehende Reinkultur eingesetzt wird. 

26. Verfahren nach den Anspruchen 16 bis 2-4, dadurch gekennzeichnet, dass Gluconobacter sp. HR 101 (DSM 
1 2884) eingesetzt wird. 
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